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t-H (54) Title: METHOD FOR COVALENTLY IMMOBILISING BIOMOLECULES ON ORGANIC SURFACES 
< 

^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR KOVALENTEN IMMOBILISIERUNG VON BIOMOLEKULEN AN ORGANISCHEN 
J>J OBERFLACHEN 

(57) Abstract: The invention relates to a method for covalently immobilising probe-biomolecules on organic surfaces by means 
of photoreactive cross-linking agents which are used for covalently immobilising the probe-biomolecules on an organic surface. 
The inventive immobilising method consists in applying said probe-biomolecules and photoactive polymers and afterwards in cross- 
linking. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kovalenten Immobilisierung von Sonden-Biomolekulen an or- 
ganischen Oberflachen unter Verwendung von photoreaktiven Vernetzern, mit denen die Sonden-Biomolekule an einer organischen 
Oberflache kovalent immobilisiert werden. Die Immobilisierung flndet dabei durch Aufbringen der Sonden-Biomolekule und der 
photoreaktiven Polymere und anschliessende Vernetzung statt. 
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Verfahren zur kovalenten Immobilisierung von Biomolekulen 

an organischen Oberflachen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kovalenten Immobilisierung von Sonden- 
5 Biomolekulen an organischen Oberflachen Wie Polymeroberfldchen oder Oberfla- 
chen von anorganischen Substraten, modifiziert mit selbstorganisierten Monolagen 
unter Verwendung von photoreaktiven Vernetzern mit denen die Sonden- 
Biomolekule an einer organischen Oberfldche kovalent immobiiisiert werden. Als 
Vernetzer werden Polymere oder Copolymere mit photoreaktiven Sruppen 
io verwendet, die nach dem Aufbringen sowohl das Sonden-Biomolekul binden, als 
auch die kovalente Bindung zur Oberfldche gewdhrleisten. 

In den letzten Dahren haben in der Analylik Techniken immer mehr an Bedeutung 
gewonnen und es sind zahlreiche Festphasensysteme auf der Grundlage von 
15 selbstorganisierten Monolayern (engl. >self-assembled monolayers«, >SAMs<) aus 
bitunktionellen Molekulen (engi. >linker«) entwickelt worden, uber die speziflsch 
Probenmolekule an die Oberfldche des festen Trdgers gekoppelt bzw. konjugiert 
werden, an der dann auch der Nachweis mit Hilfe von geeigneten Markierungen 
(beispielsweise radioaktiv, gefarbt, fluoreszierend) erfolgt. 

20 

Fur diese Systeme hat sich in Analogie zu den elektronischen Mikro-Chips die 
Bezeichnung Sensor-Chips eingeburgert. Im Falle der Konjugation von biologischen 
Molekulen (sog. »Biokonjugation«) an solche Sensor-Chips, beispielsweise Oligo- 
nukleotiden oder Antikorpem, spricht man auch von Bio-Chips. Die Kopplung an die 
25 Trdgeroberfldche kann direkt oder indirekt erfolgen. Ein Beispiei fur eine indirekte 
Kopplung ist die Kopplung einer nachzuweisenden Nukleinsduresequenz durch 
Hybridisierung an ein immobilisiertes, komplementdres Oligonukleotid als Sonde. In 
diesem Fall hat die Verwendung der Sonde noch den Vorteil der naturlichen 
Spezifitdt der Wechselwirkung biologischer Makromolekule, 

30 

Typischerweise werden zur Herstellung von Sensor-Chips Oberflachen aus Metall- 
bzw. Halbmetalloxiden, wie z.B. Aluminiumoxid, Quarzglas, Glas, in eine Losung von 
biflinktionellen Molekulen (sog. »Linker«:) / die beispielsweise eine Halogensilan- (z.B. 
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Chlorsilan-) ocler Alkoxysilangruppe zur Kopplung an die Trdgeroberflache aulwei- 
sen/ getaucht, so dass sich ein selbstorganisierter Monolayer (SAM) bildet. Dieser 
weist in diesem Fall eine Dicke von wenigen Angstrom aus. Die Kopplung der 
Linker an die Proben- oder Sondenmolekule erfolgt uber eine geeignete weitere 

5 flinktionelle Gruppe, beispielsweise eine Amino- oder Epoxygruppe 
(EP 1 176 422 Al). Geeignete bifunktionelle Linker fljr die Kopplung einer Vielzahl 
von Proben- oder Sonden-Molekulen, insbesondere auch biologischen Ursprungs, 
an eine Vielzahl von Trdgeroberfldchen sind dem Fachmann gut bekannt, vgl. 
beispielsweise >Bioconjugate Techniques« von G. T. Hermanson, Academic Press 

10 1996. 

Ein Nachteil dieser reaktiven (und dadurch empflndlichen) Oberfldchen, z.B. Ober- 
fldchen mit Epoxy-, Aldehyd- oder Aminofunktionen, ist deren oft nur begrenzte 
Haltbarkeit (wenige Wochen), so dass sie unter Luftabschluss und / oder im Dunklen 

15 gelagert werden mussen, Zudem sind die resultierenden Bindungen zu den 
Biomolekulen oder der Oberfldche nicht langzeitstabil. Alle diese Bindungen 
unterliegen Eflekten, wie der Hydrolyse, wodurch die Verwendbarkeit und das 
Anwendungsspektrum gravierend eingeschrdnkt werden. Insbesondere erlauben 
es die bestehenden Methoden nicht, auf hydrophile Oberfldchen, bzw. hydrophil 

20 beschichtete Oberfldchen zu drucken, ohne dass die Gefdhr besteht, dass die 
Tropfen zerlaufen und dadurch das Druckergebnis zerstort wird. 

Die Immobilisierung von beispielsweise Nukleinsduren auf nicht reaktiven Polymer- 
bzw. KunststoffVPIastikoberfldchen (z. B. ais Sonden zur Hersteliung von Sensor-/Bio- 
25 Chips) mit herkdmmlichen Methoden ist aber kompliziert und erfordert sehr viel 
Aulwand. 

Aufgabe der Erfindung ist daher die Bereitstellung eines einlachen und schnell 
durchzufuhrenden Verfahrens zur kovaienten Immobilisierung von Sonden- 
30 Biomolekulen an organischen Oberfldchen, wie Polymeroberfldchen oder mit 
organischen Substanzen modiflzierte anorganische Substrate. Eine weitere Autgabe 
der Erfindung ist es, eine im Vergleich zum Stand der Technik wesentlich hdhere 
Bindekapazitdt auf Trdgersubstraten zu erreichen. Bisherige Ansdtze wie z.B. 
EP 1 1 44 677 A2 konnten dieses Problem nicht zufrieden steliend Idsen. Eine weitere 
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Aufgabe dieser Erfindung ist die Bereitstellung einer stabilen Kopplungschemie und 
einer verbesserten Bedruckbarkeit von hydrophilen und hydrophoben Oberfldchen. 

ErfindungsgemaS wird diese Aufgabe durch folgende technische Lehre gelost; 

a) mindestens ein Sonden-Biomolekul mit wenigstens einem Polymer 
und/oder Copolymer, das mindestens zwei photoreaktiven Gruppen pro 
Molekul aufweist, gelost wird und 

b) die Mischung aus (a) auf eine Oberflache aufgebracht und durch Bestrah- 
lung mit Licht einer geeigneten Welleniange daran kovalent immobilisiert 
wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind in dem Polymer eine Vielzahi an 
photovernetzbaren Gruppen vorhanden, so dass bei dem Vernetzen die Biomoie- 
kule an das Polymer kovalent gebunden werden, die Polymermolekule an das 
Substrat kovalent gebunden werden, und die Polymerketten untereinander 
quervernetzt werden. 

Der Vorteil der Erfindung liegt in der Moglichkeit, auf unreaktive Oberflachen (z.B. 
silansierte Glastrdger oder Substrate aus handeisublichen Kunststoffen) ein viskoses 
Medium, zu drucken, das sehr einfach zu immobilisieren ist, ndmlich durch Bestrah- 
lung mit Licht einer geeigneten Welleniange. Gleichzeitig wird durch diesen 
Vorgang die Menge an Analyf, die gekoppeit werden kann, wesentlich erhoht, da 
eine pseudo-dreidimensionale Matrix aufgebaut wird. Klassische Probleme 
dreidimensionaler Matrizes, wie z.B. Veriaufeffekte des Mediums beim Drucken auf 
Polymergele, werden auf diese Weise zusdtzlich gelost. Zudem muss nicht auf 
reaktive (und dadurch empfindliche) Oberflachen gedruckt werden. Reaktive 
Oberflachen sind z.B. Oberflachen mit Epoxy-, Aldehyd- oder Aminofunktionen. 
Reaktive Oberflachen weisen oft nur eine begrenzte Haltbarkeit (wenige Wochen) 
auf und mussen unter Luftabschluss gelagert werden. Keine reaktive Oberflache 
bedeutet, dass Trager aus z.B. Polystyrol oder Polymethylmethacrylat (PAAMA) 
verwendet werden konnen, diejahrelang stabil sind. Ein weiter Vorteil ist, dass z.B. 
die Polymeroberfldchen nicht durch vorgeschaltete Prozessschritte wie z.B. Plas- 
maprozesse hydrophilisiert werden mussen, da die Zugdnglichkeit der Oberflache 
zum Beispiel bei der oben definierten alternativen Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens durch das gekoppelte (quelibare, benetzbare) Copo- 
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lymer hergestellt wird. Abgesehen davon sind auSerdem die Oberfldcheneigen- 
schaften des Substrats (z.B. der Sensoroberfldche) in einfacher Weise sehr genau zu 
kontroliieren. Ein Beispiel fur eine wichtige Oberfldcheneigenschaft, die mit Hilfe des 
hier beschriebenen Verfahrens elnfach kontrolliert werden kann, ist die Benetzbar- 
5 keit. Ein weiterer Vorteil ist die vereinfcichte Analyiik, da im Prinzip nur das Volumen 
des aufgebrachten Tropfens bestimmt werden muss und sich daraus die Anzahl 
der immobilisierten Sonden unmittelbar ergibt. Dies ist bei den Verfahren des 
Standes der Technik zur Bindung von beispielsweise DNA an SAMs kein triviales 
Unterfangen. 

10 

Die Erfindung betrifftferner eine organische Oberfldche wie eine Polymeroberfldche 
mit kovalent, vorzugsweise unter Musterbildung (z.B. durch Aufdrucken), darauf 
immobilisierten Sonden-Biomolekulen, die nach einem oben deflnierten Verfahren 
erhdltlich ist. 

15 

Die Erfindung gibt ferner die Verwendung einer organischen Oberfldche, wie einer 
Polymeroberfldche, mit unter Musterbildung darauf immobilisierten Sonden- 
Biomolekulen als Sensor-Chip an und betrifft nach einer weiteren Ausfuhrungsform 
auBerdem ein medizinisches oder diagnostisches Instrument, das eine erfindungs- 
20 gemdSe organische Oberfldche, wie eine Polymeroberfldche, oder einen damit 
erhaltenen Sensor-Chip aufweist. 

Vorteilhafte und/oder bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfindung sind Gegens- 
tand der Unteranspruche. 

25 

In einem bevorzugten Verfahren kann/kdnnen die photoreaktive(n) Sruppe(n) 
unter Benzophenon oder Derivaten davon, Anthrachinon oder Derivaten davon, 
Nitrophenylazid und Derivaten und Thymidin oder Derivaten davon ausgewdhlt 
werden. Weitere geeignete Photocrosslinker sind im Stand der Technik bekannt 
30 und konnen z.B. von Firmen wie Pierce (www.piercenet.com) bezogen werden. 
G enere ll konnen aber alle chemischen Gruppen verwendet werden, die bei 
Bestrahlung in der Lage sind radikale oder andere reaktive Gruppen zu bilden. 

Fur das erfindungsgemdBe Verfahren eignen sich als organische Oberfldchen z.B. 
35 Polymeroberfldchen, wie Oberfldchen aus Cycloolefincopolymeren (COCs), Poiysly- 
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rol, Polyethylen, Polypropylen oder Polymethylmethacrylat (PMMA, Plexiglas). Ein 
geeignetes COC ist zum Beispiel das von Ticona unter derm Handelsnamen 
>Topasc vertriebene. Es sei an dieser Stelle ausdrucklich darauf hingewiesen, dass 
sich das erfindungsgemdBe Verfahren in Abhangigkeit von den verwendeten 

5 photo reaktiven Gruppen tUr beliebige organische Oberfldchen eignet. Geeignet 
sind somit beispielsweise auch mit organischen Molekulen beschichtete Oberfld- 
chen, wie mit selbstorganisierten Monolagen (engl. »self-assembled monolayers^, 
SAMs) beschichtete anorganische Substrate. Diese SAMs konnen selber vollig 
unreaktiv sein und somit beispielsweise aus reinen Alkylsilanen bestehen. Zusdtzlich 

to zu organischen Substraten sind auch andere Substrate geeignet sofern diese in 
der Lage sind, bei radikaiischen Prozessen mit organischen Molekulen stabile 
Bindungen einzugehen (z.B. bororganische Verbindungen). 

In dem erfindungsgemdBen Verfahren kann das Sonden-Biomolekul beispielswei- 
15 se ein Partner eines speziflsch wechselwirkenden Systems von komplementdren 
Bindungspartnern (Rezeptor/Ligand) sein. 

Rezeptoren sind beispielsweise, aber nicht ausschlleBlich: Nukleinsauren und deren 
Derivate (RNA, DNA, LNA, PNA), Proteine, Peptide, Polypetide und deren Derivate 
20 (Glycosamine, Antikorper, Enzyme) aber auch Fettsauren Wie z.B. Arachidonsdure 
und andere Verbindungen, sofern diese speziflsche Wechselwirkungen mit mindes- 
tens einem zweiten Molekul eingehen konnen. Weiterhin grdBere und zusammen- 
gesetzte Strukturen wie z.B. Lioposomen, Membranen und Membranfragmente, 
Zellen, Zelllysate, Zellfragmente, Sporen und Mikroorganismen. 

25 

Liganden sind beispielsweise, aber nicht ausschlieSlich: Nukleinsauren und deren 
Derivate (RNA, DNA, LNA, PNA), Proteine, Peptide, Polypetide und deren Derivate 
(Glycosamine, Antikorper, Enzyme) aber auch Fettsauren wie z.B. Arachidonsdure 
und andere Verbindungen, sofern diese speziflsche Wechselwirkungen mit mindes- 
30 tens einem zweiten Molekul eingehen konnen. Weiterhin grdBere und zusammen- 
gesetzte Strukturen wie z,B. Lioposomen, Membranen und Membrantragmente, 
Zellen, Zelllysate, Zellfragmente, Sporen und Mikroorganismen. 

Ein speziflsch wechselwirkendes System von komplementdren Bindungspartnern 
35 kann beispielsweise auf der Wechselwirkung einer Nukleinsdure mit einer kom- 
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plementdren Nukleinsaure, der Wechselwirkung einer Peptidnukleinsaure (PNA) mit 
einer Nukleinsaure, der Enzym/Substrat-, Rezeptor/Ligand-, Lectin/Zucker-, Antikor- 
per/Antigen-, Avidin/Biotin- oder Streptavidin/Biotin-Wechselwirkung beruhen. 

5 Naturlich kann die Nukleinsaure eine DNA oder RNA sein, z.B. ein Oligonukleotid 
oder ein Aptamer oder auch eine sog. »LNA« wie unter www.proligo.com angebo- 
ten oder auch eine einpoiymerisierbare DNA wie unter dem Handelsnamen 
»Acrydite« unter www.mosaic-technologies.conn angeboten. Auch 
Peptidnukleinsduren (PNAs) kommen in Frage. 

10 

Bel dem Antikorper kann es sich beispielsweise urn einen polyklonalen, monokio- 
nalen, chimaren oder »Single-chain<<-Antikdrper oder ein funktionelles Fragment 
oder Derivat (mit »funktionelk ist gemeint, dass das Fragment/Derivat ein Antigen 
binden kann, ohne dass nolwendigerweise eine Immunogenitdt damit verbunden 
15 ist) eines derartigen Antikorpers handeln. 

Im Folgenden wird die Erflndung ohne Beschrdnkung unter Bezugnahme auf 
konkrete Ausfuhrungsfbrmen und Beispiele anhand von Nukleinsauren als Sonden- 
Biomolekuien detaillierter erlduterf. Es zeigt: 

20 

Fig. 1 das Vernetzen von Biomolekulen und einem Copolymer in schematischer 
Darstellung. 

Herstellung des Copolymers: 
25 Ein in Fig. 1 mit 1 bezeichnetes Copolymer kann aus einem eine UV-reaktive 
Gruppe 2 autweisenden Monomer 3 , einem reaktiven hydrophilen Monomer 
gebildet werden. Z.B. 4-Methacryloyloxybenzophenon, Dimethylacrylamid und 
Methacrylsdure. 

30 Beispielsweise kann durch Copolymersisation von Dimethylacrylamid und 
4-Methacryloyloxybenzophenon in einem 1 00 : 1 (mol/mol) Gemisch durch 
Zugabe von 1% AIBN (Azobisisobutyronitril) in eine Losung der Monomeren in 
einem geeigneten Losungsmittel (z.B. 1 0% (v/v) Monomere in Chloroform) hergestellt 
werden. Das entstandene Copolymer kann durch Fallen mit Diethylether abge- 

35 trennt werden. 
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Das Copolymer 1 kann zum Beispiel in einem geeigneten Losungsmittel gequollen 
und zum Beispiel mit 5' Oligothymin modifizierter Nukleinsaure wie DNA gemischt 
werden. 

5 Das so erhaltene, in Fig. 1 links gezeigte Gemisch aus Biomolekul 4 und Copolymer 
1 kann nun vermessen werden (um den DNA-Gehalt zu bestimmen) und auf fast 
beliebige organische Polymeroberfldchen 5 als Substrat durch Drucken aufge- 
bracht werden (Fig. 1 rechts). Die Immobilisierung des Polymers und die Vernetzung 
mit dem Biomolekul 4 erfolgt z.B. uber UV-Bestrahlung bei einer Wellenldnge von 

10 260 nm. 

Dieses Polymer kann uber ein dem Fachmann bekanntesVe rfdhren auf ein 
PMMA-Substrat gedruckt werden. Die Immobilisierung der modifizie rten Polymere 
erfolgt hier zum einen uber eine photoinduzierte Kupplungsreaktion zwischen den 
15 im Polymer enthaltenen Benzophenon-Gruppen und dem Substrat, ausgelost 
durch UV-Bestrahlung bei 260 nm und einer photoinduzierten Kupplungsreaktion 
zwischen dem Oligothymin und dem Polymer und/oder der photoinduzierten 
Kupplungsreaktion zwischen dem Benzophenon und der Nukleinsaure. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur kovalenten Immobilisierung von Sonden-Biomolekulen an 
organischen Oberfldchen, bei dem 

(a) . mindestens ein Sonden-Biomolekul mit wenigstens einem Polymer 

und/oder Copolymer, das mindestens zwei photoreakliven Gruppen 
pro Molekul aulweist, gelost wird und 

(b) die Mischung aus (a) auf eine Oberflache aufgebracht und durch Be- 
strahlung mit Licht einer geeigneten Weilenlange daran kovalent 
immobilisiertwird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Polymer ein queilbares Polymer ist, in 
dem pro Polymerkette mindestens zwei identische oder unterschiedllche 
photovernetzbare Gruppen vorhanden sind und/oder das Copolymer ein 
queilbares Copolymer ist, in dem pro Copolymerkette mindestens zwei iden- 
tische oder unterschiedliche photovernetzbare Sruppen vorhanden sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Polymer und/oder Copolymer 
durch Drucken auf die Oberflache aufgebracht und danach queivernetzt 
wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei als photoreaktive 
Gruppe(n) (eine) unter Benzophenon oder Derivaten davon, Anthrachinon 
oder Derivaten davon, Nitrophenylazid und Thymidin oder Derivaten davon 
verwendet wird/werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die photo reaktive(n) 
Gruppe(n) ultraviolett-reaktiv ist (sind). 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei in dem in Anspruch 1 
deflnierten Schritt (b) die Aufbringung durch Aufdrucken unter Musterbildung 
erlblgt. 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die Polymeroberfldche 
aus Cycloolefincopolymeren, Polystyrol, Polyethylen, Polypropylen oder Poly- 
methylmethacrylat besteht. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei als Sonden-Biomolekul 
ein Partner eines spezifisch wechselwirkenden Systems von komplementd- 
ren Bindungspartnern (Rezeptor/Ligand) verwendet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das spezifisch wechselwirkende System 
von komplementaren Bindungspartnern auf der Wechselwirkung einer Nuk- 
leinsdure mit einer komplementaren Nukleinsdure, der Wechselwirkung ei- 
ner Peptidnukleinsdure mit einer Nukleinsdure, der Enzym/Substrat-, Rezep- 
tor/Effektor-, Lectin/Zucker-, Antikorper/Antigen-, Avidin/Biotin- oder 
-Streptavidin/Biotin-Wechselwirkung beruht. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Nukleinsdure eine DNA oder RNA 
oder ein Analogon davon ist 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 1 0, wobei die DNA oder RNA ein Oligonukleotid ist 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei der Antikorper ein polyklonaler, mo- 
noklonaler, chimdrer oder »Single-chain«-Antik6rper oder ein Hinktionelles 
Fragment oder Derivat eines derartigen Antikorpers ist. 

1 3. Organische Oberfldche mit kovalent darauf immobilisierten Sonden- 
Biomolekulen, erhdltlich nach einem Verfahren nach einem der Anspruche 
1 bis 1 2. 

14. Organische Oberfldche mit unter Musterbildung kovalent darauf immobili- 
sierten Sonden-Biomolekulen, erhdltlich nach einem Verfahren nach einem 
der Anspruche 1 bis 1 2. 

15. Verwendung einer organischen Oberfldche nach Anspruch 1 3 oder 14 als 
Sensor-Chip. 
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1 6. Medizinisches oder diagnostisches Instrument, das eine organische Oberfld- 
che nach Anspruch 1 3 oder 1 4 aufweist. 
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